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 Considerada o estimulante do sistema nervoso central mais consumido no mundo, 
a cafeína se mostra como uma ameaça a ecossistemas aquáticos, por ser descartada e 
indevidamente tratada, sendo então detectada em fontes de abastecimento. Este trabalho 
buscou avaliar a capacidade de remoção da cafeína através de fitorremediação, em um 
leito plantado com Vetiveria zizanioides (capim-vetiver) em agregados leves de argila 
expandida. O fluxo ao leito foi efetuado em modo vertical contínuo. Foi utilizado uma 
solução nutritiva de Hoagland, enriquecida com 8 ± 1 mg .L-1 de cafeína. Manteve-se o 
caudal afluente constante e carga hidráulica em 200 L.m-2.d-1. A eficiência de remoção 
de cafeína no leito, bem como a sua assimilação pelas folhas das plantas foi determinada 
através de HPLC-MS. Na biomassa vegetal foram determinados os teores de clorofila a, 
b, total e carotenoides. Obtiveram-se eficiências médias de remoção de cafeína de até 69 
± 2 %, tendo a V. zizanioides assimilado durante todo o processo de tratamento cerca de 
20 µg.g-1 na folha. Verificou-se que a exposição da planta à cafeína causou uma 
diminuição no teor de clorofila a e b e total. Este estudo aponta para a possibilidade do 
uso da fitorremediação como uma tecnologia de baixo custo aplicável ao tratamento de 
águas residuais contaminadas com compostos emergentes. 
 





 A cafeína (1,3,7-trimetilpurina-2,6,diona) é um alcaloide púrico e é 
considerada o estimulante do sistema nervoso central mais consumido ao redor do mundo 
(CHEN, 2017). Em cursos d’água, esta substância é considerada um sinalizador de 
contaminação (DANESHVAR et al., 2012), pois, junto de outros produtos farmacêuticos 
presentes no esgoto doméstico, ela é metabolizada e absorvida pelo organismo humano 
de modo parcial e é excretada nas fezes e na urina, tendo como destino o ambiente 
aquático. Esses compostos liberados em pequenas e contínuas concentrações podem 
causar mudanças e efeitos crônicos no ecossistema, de acordo com Daughton e A Ternes 
(1999).  
Em diversos estudos fora detectada a presença de cafeína em águas residuais sem 
tratamento, na ordem dos 16 mg.habitante-1.dia-1, com eficiências de remoção em 
estações de tratamento de esgoto convencionais de 60 % (BUERGE, 2003).  
 Em âmbito nacional, a cafeína é amplamente detectada em águas de mananciais e 
de abastecimento, tanto em fontes subterrâneas (SOUZA et al., 2016) quanto superficiais 
(GONÇALVES, 2008). Essa presença recorrente existe, pois, a passagem dos resíduos 
farmacêuticos por estações de tratamento não elimina completamente essas substâncias 
do efluente final, devido aos métodos atualmente aplicados não removerem 
eficientemente esse micropoluente (JONES et al., 2005).   
Dentre os diferentes métodos que permitem a remoção de cafeína de águas residuais 
destaca-se a fitorremediação, técnica que consiste na utilização de plantas para 
descontaminação de ambientes aquáticos e terrestres, removendo, degradando ou 
reduzindo a biodisponibilidade dos contaminantes. Quando esta tecnologia é aplicada no 
tratamento de águas residuais, é denominada “Wetlands construídos” também muitas 
vezes denominados leitos de macrófitas ou apenas leitos. Ela é provada como eficiente 
na remoção de diversos compostos orgânicos e inorgânicos, incluindo pesticidas, metais 
pesados e hidrocarbonetos poliaromáticos (RAI, 2009). Por Matamoros et al. (2009) foi 
constatada a possibilidade de remover cafeína em águas residuais com eficiência de 97 % 
a 99 %. Ademais, segundo Divensi, Lima e Souza (2010), apresenta custos de 
implementação e impactos ambientais muito inferiores aos dos métodos físico-químicos 
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usuais, além de ser de fácil manipulação, ser capaz de atingir mais de um composto 
simultaneamente e poder ser utilizada para outros fins que não a biorremediação 
(MARTINS, 2004), como na fabricação de materiais de construção, artesanato e perfumes 
(UCKER E ALMEIDA, 2013).  
Os leitos de macrófitas podem ser classificadas de acordo com vários parâmetros, 
mas os dois mais importantes são o tipo de vegetação dominante que os habita, 
(emergentes, flutuantes enraizadas ou não enraizadas, e submersas), ou em termos 
operativos, pela forma como o efluente as percorre (sistemas de fluxo superficial (FS) e 
fluxo subsuperficial (FSS) que poderá ser em movimento vertical ou horizontal) 
(KADLEC E WALLACE, 2008). Os leitos com escoamento em modo subsuperficial 
vertical, apresentam condições muito mais aeróbias que os outros tipos de leitos 
construídos, podendo assim ser utilizados tanto para remoção de matéria orgânica como 
para a nitrificação e outros processos aeróbios (VYMAZAL, 2003).  
 A macrófita utilizada no estudo foi a Vetiveria Zizanioides, selecionada 
principalmente pela sua grande resistência a variações de pH (de 3 e 10,5) e de 
temperatura (-10 e 60ºC) do solo, e a concentrações elevadas de metais pesados (As, Cd, 
Pb, Hg, Ni, Se e Zn) (TRUONG E HART, 2001). Outras características que influenciaram 
a sua escolha foram seu modo de reprodução assexuado e seu sistema radicular comprido 
(THE WORLD BANK, 1993). 
Este trabalho investigou a possibilidade de utilização de fitorremediação, usando 
leitos de escoamento vertical plantado com Vetiveria zizanioides para o tratamento de 
águas residuais contaminadas com concentrações de cafeína de 8 ± 1 mg .L-1, valores 
próximos aos relatados por Buerge (2003). Como objetivo secundário, foi analisado o 
comportamento dessas mesmas plantas quando expostas às referidas soluções. 
 
Metodologia 
Descrição dos leitos 
Este estudo foi realizado em um leito de fluxo vertical em escala piloto, com 
dimensões de 0,24 m2×0,70 m, plantado com V. zizanioides em aglomerados leves de 
argila expandida (Leca® NR10/20), normalmente denominada matriz de suporte. 
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Regime de amostragem 
 O leito flutuante foi operado em modo de fluxo contínuo por três meses. O fluxo 
contínuo foi alcançado usando uma bomba Eheim-2400 (Deizisan, Alemanha) e foi 
estabelecido em 20 mL.min-1(carga hidráulica de cerca de 200 L.m-2.d-1), com saída 
situada na superfície do leito. Um tanque de armazenamento de 125 L foi utilizado como 
reservatório para a solução de Hoagland usada na irrigação. As amostras foram coletadas 
2 vezes na semana (todas as terças e quintas-feiras pela manhã), por um período de 5 
semanas (n= 10 amostras), de 15 de outubro a 5 de novembro de 2019. A amostragem foi 
efetuada na entrada e saída do leito e as amostras foram analisadas in situ para 
determinação de pH. Para a determinação de cafeína, as amostras foram conservadas a -
20ºC até a análise. 
  
Solventes e reagentes 
 Cloreto de cálcio, dihidrogenofosfato de potássio, cloreto de amônio (Panreac, 
Alemanha), sulfato de potássio e cloreto de cobre (II) dihidratado (Scharlau, Espanha), 
cloreto de manganês (II) tetrahidratado (Sigma-Aldrich, Alemanha), sulfato de ferro (II) 
heptahidratado (VWR Chemicals, Bélgica), todos com grau de pureza 95 %; e cloreto de 
zinco de grau analítico (Riedel-de Haën, Alemanha) foram utilizados para a preparação 
da solução de Hoagland (água residual sintética). A cafeína utilizada, com grau de pureza 
superior a 99 %, fora obtida da Sigma Aldrich, Alemanha. 
 Acetonitrila e metanol, ambos com grau HPLC de pureza, foram obtidos de Carlo 
Erba, Espanha. Água ultrapura foi obtida de um sistema de purificação de água MilliQ.  
 
Extração da cafeína dos tecidos das plantas 
 A cafeína foi extraída das plantas segundo o método de ruptura por areia do mar. A 
areia foi passada por uma peneira de 2 mm, lavada com água deionizada até que o líquido 
saísse límpido e, em seguida, lavada três vezes com metanol 99 %. Foram pesados 0,5 
mg de amostra de plantas e, em duplicata, moídos com a areia em um almofariz, com 
adição de 2 mL de metanol. O conteúdo do almofariz foi transferido para uma seringa de 
20 mL com 3 discos de papel filtro no fundo. Outro disco foi usado para cobrir o material 
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e foi então comprimido pelo êmbolo da seringa. A seringa foi seca sob vácuo e então 
eluiu-se o material em seu interior 3 vezes com 10 mL de metanol. A solução extraída foi 
concentrada utilizando uma leve corrente de gás nitrogênio, até um volume de 40 µL, 
sendo assim diluída para um volume final de 10 mL. A amostra para análise foi filtrada 
com um filtro de acetato de celulose de 0,45 µm e inserida em um vial para posterior 
leitura em HPLC-MS (TEIXEIRA E COSTA, 2005; ZHANG et al., 2012). 
 
Extração de clorofila a, b e carotenoides totais 
 Esta extração, e a conseguinte quantificação, seguiram o método de Lichtenthaler 
(1987), e utilizaram de duas fontes: uma planta sem adição de cafeína e outra proveniente 
do leito estudado. As folhas foram cortadas e congeladas a -80 ºC, e destas pesou-se 25 
mg, adicionando em seguida 0,1 mL de água. Após 10 min., 8 mL de etanol 96 % foram 
adicionados e o conjunto foi centrifugado em um homogeneizador de tecidos Precellys 
Evolution por 2 min. a 4500 rpm. As amostras foram mantidas na ausência de luz por 24 
horas, envoltas em papel alumínio e armazenadas em um armário, e a análise 
espectrofotométrica então foi realizada em um Ultrospec 2100 pro em 4 faixas de 
absorção (470 nm, 649 nm, 664 nm e 750 nm). 
 
Determinação de pH  
 Dez amostras da entrada e da saída de água do leito foram coletadas e o pH foi 




A análise HPLC-MS foi realizada em um cromatógrafo líquido de alta 
performance UltiMate 3000 HPLC series da Thermo Scientific (Thermo Scientific, EUA) 
com fonte de ionização eletrospray (ESI), com os softwares de controle “Chromeleon – 
Dionex” e “Thermo Scientific Xcalibur”. A quantificação da cafeína nas amostras de 
efluente e afluente do leito foi realizada por análise cromatográfica em modo isocrático, 
em uma coluna de fase reversa Hypertensil C18 de 160 x 4,6 mm, a 25 oC. A fase móvel 
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consistia em uma mistura de acetonitrila:água ultrapura (40:60) acidificada com 0,1 % de 
ácido fórmico e com fluxo de 0,2 mL.min-1. O preparo das amostras se deu pela filtração 
das mesmas em filtros de acetato de celulose de 0,45 µm, seguido de inserção em vials e 
alocação no amostrador. O volume de amostra utilizado foi selecionado de acordo com a 
reta de calibração preparada para o equipamento. Preparou-se uma solução mãe de cafeína 
a 200 mg .L-1 através da dissolução de cafeína pura em uma mistura de acetonitrila:água 
(67:33). A partir desta, retirou-se alíquotas necessárias para a preparação da curva de 
calibração, com concentrações de 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 e 2,5 mg .L-1. 
Foi feita a leitura do teor de cafeína nas amostras e nos padrões com um detector 
UV-VIS na faixa de 273 nm, resultando em um tempo de retenção de 1,38 s. Tendo em 
vista que o tempo de retenção varia de acordo com as condições experimentais do HPLC, 
fez-se em seguida a detecção em MS, em polaridade positiva, e íon precursor de m/z=195. 
As condições operatórias aplicadas ao detector MS encontram-se na Tabela 1. 
 
Tabela 1: Condições operacionais do espectrômetro de massa (MS).  
Nome Valor 
Sweep gas Flow 0.01 
Voltagem do capilar (V) 39.93 
Temperatura do capilar (°C) 299.85 
Voltagem do Tube Lens (V) 54.53 
Vácuo: 
Medidor de Íons (E-5 Ton) 1.76 
Medidor de Convecção (Torr) 1.36 
Bomba Turbo: 
Vida (horas) 28388 
Velocidade (Hz) 750 
Potência (Watts) 57 
Temperatura (°C) 37 
FONTE: Dados da pesquisa. 
 
Tratamento dos resultados obtidos 
 Os resultados obtidos foram tratados estatisticamente no programa Statistica 
(versão 8) sendo utilizado em todos os testes um limiar de significância de 5%. A 
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comparação das diferenças entre os valores de entrada e saída do leito, para os diversos 
parâmetros físico-químicos monitorizados, foi efetuada por análise de variância 
(ANOVA) a dois fatores, sendo as suas médias avaliadas posteriormente pelo teste de 
Tuckey. As eficiências de remoção foram analisadas por ANOVA a um fator e 
comparadas pelo teste de Tuckey.  
 
Resultados e discussão 
Remoção da cafeína de águas residuais e assimilação pelas plantas 
 Os resultados obtidos relativos aos teores de cafeína na água residual sintética 
(afluente do leito), e posteriormente à sua passagem pelo leito plantado com V. 
zizanioides, indicaram que ocorreu remoção de cafeína no interior do leito (Figura 1).  
 
 
Figura 1: Médias das concentrações de cafeína na entrada e na saída de água do leito (n= 10 amostras)  
FONTE: Dados da pesquisa. 
 
A eficiência média de remoção foi de 69 ± 2 %, valor muito inferior aos encontrados 
por Hijosa-Valsero et al. (2010) e Matamoros et al. (2009), com médias que variaram de 
95 % a 99 % para o mesmo estilo de leito. Alguma desta cafeína pode ter sido removida 
através da assimilação pela biomassa vegetal, nomeadamente as raízes e a parte aérea.  
No entanto, apenas se determinou a cafeína presente nas folhas das plantas e foi de 20 
µg.g-1 de biomassa fresca. Este valor excedeu os relatados por Zhang et. al (2012), de 6,39 
a 13,65 µg.g-1 de biomassa fresca, que utilizou concentrações de cafeína de 0,5 a 2,0 mg.L-
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1. O valor quantificado representa apenas uma pequena fração quando comparada com a 
quantidade removida da água residual. Assim, além da assimilação pelas plantas, 
ocorreram outros mecanismos de remoção de cafeína, nomeadamente a assimilação pelos 
microrganismos presentes e a sua degradação aeróbia. 
 
Clorofila e carotenoides 
 Medindo, em triplicata, os níveis de clorofila e carotenoides nas plantas, pode-se 
checar a existência de alterações em suas estruturas, assim como em suas capacidades de 
realização da fotossíntese. Essa medição visa à verificação de respostas tóxicas da planta 
à presença de cafeína no meio. Com os resultados, apresentados na Figura 2, pode-se 
constatar que a presença de cafeína na água do leito interferiu significativamente (p<0,05) 
na quantidade de clorofila a (Chl a) e total (Chl total), assim indicando possíveis efeitos 
de toxicidade para as plantas, embora não tenha sido detectada nenhuma alteração 
morfológica através da observação efetuada durante a amostragem. Clorofila b (Chl b) e 
carotenoides, no entanto, não apresentaram suficiente alteração (p>0,05). 
 
 
Figura 2: Médias de clorofilas e carotenoides presentes na Vetiveria zizanioides (grupos amostrais de  = 
3 amostras). Leito sem cafeína (controle) representado pelas barras em laranja e leito com adição de 
cafeína representado pelas barras em azul.  































pH da água 
 Os valores de pH se mantiveram constantes no decorrer do período de estudo, 
com o pH médio do afluente sendo 7,1 ± 0,1 e do efluente, 7,1 ± 0,1. Esses dados indicam 
que, com as quantidades de cafeína adicionadas, as reações químicas e biológicas que 
possam ter ocorrido não alteram significativamente os valores de pH (p>0,05). 
 
Conclusão 
O presente trabalho constatou a possibilidade de utilizar fitorremediação com V. 
zizanioides para promover a remoção sustentável de cafeína em leitos contaminados. 
Foram obtidas elevadas eficiências de remoção e observou-se que nas folhas das plantas 
houve assimilação do poluente. 
Foi identificada uma diminuição do teor em clorofilas a e totais devido à exposição 
das plantas à cafeína, embora não se tenha observado sinais de amarelamento nas folhas 
da V. zizanioides.  
A fitorremediação pode ser uma resposta à remoção sustentável da cafeína presente 
em águas residuais. A V. zizanioides e a matriz de suporte mostraram ser adequadas ao 
sistema em estudo. Sugere-se que em estudos futuros, possam fornecer esclarecimentos 
dos mecanismos envolvidos no processo de remoção da cafeína empregando leitos de 
escoamento subsuperficial vertical. 
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